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Cell diŠerentiation is essential for normal growth and homeostasis, and drug-induced diŠerentiation of tumor cells
into benign or normal cells is an important approach for anticancer chemotherapy. Studies of induction mechanisms for
cell diŠerentiation and discovery of diŠerentiation-inducing factors are thus critical components of drug development.
The Screening of diŠerentiation-inducing factors, such as puriˆed aldehyde reductase, a xenobiotic metabolite enzyme,
that induces diŠerentiation of human acute myeloid leukemia HL60 cells into monocyte/macrophage cells is described.
Mechanisms of all-trans-retinoic acid (RA)-induced diŠerentiation are also covered. RA is a potent inducer of HL60 cell
diŠerentiation and when used as a sole agent it can induce complete remission in patients with acute promyelocytic leuke-
mia (APL). While one mechanism of the eŠect of RA involves RA nuclear receptors, retinoylation (a posttranslational
modiˆcation of proteins by RA)may be a new nongenomic mechanism by which RA acts on cells. An early event in RA-
induced diŠerentiation may be retinoylation of RIIa (regulatory subunits of cAMP-dependent protein kinase), in which
RIIa units are retinoylated and the retinoylated RIIa is then translocated to the nucleus. Drugs can also be combined
with RA in RA-diŠerentiation therapy. CytodiŠeration therapy by RA in APL patients exhibits limitations due to the
resistance of relapsed patients to further RA treatment. This may occur through the induction of expression of various
genes that reduce RA blood concentrations. Treatment with combinations of RA and other agents may be one way to
reduce induction of those genes. Good candidates for such agents include cAMP-elevating agents, retinoids, steroids,
and fatty acids that synergistically induce diŠerentiation of HL60 cells. Two derivatives of falconensone A, falconen-
sone A p-bromophenylhydrazone, which has a bromophenyl residue, and falconensone A dioxime, which possesses a
hydroxy residue, were synthesized to incorporate features of RA and N-[4-hydroxyphenyl]retinamide. Both derivatives
have exhibited more potent biological activity than the parent falconensone A in vitro and in vivo.
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1. はじめに

我々人間は，胚細胞の分化により種々の異なる機

能を持った成熟細胞を形成し，一個体となる．ま

た，一個体の人間は様々な化学物質，例えば環境因

子，栄養因子，異物に暴露されて生活を営み，これ

らは生体の細胞に作用し生体内因子に影響を与えた

結果，人間は変化（成熟，老化等）していく．これ

らの過程に細胞の分化は深く関わっている．人間に

とって，正常な細胞分化を維持し続けることは必須

であり，コントロールが崩れ未分化な細胞が生じた

場合，この異常細胞を正常な細胞に分化誘導するこ

とは非常に重要である．

癌（腫瘍）が分化誘導治療法で治癒するという概

念はテラトカルシノーマ（奇形癌腫）の研究から見

い出された．1)この研究において，癌細胞から派生

するいくつかの細胞は良性腫瘍細胞，あるいは正常

様細胞に分化することが示された．すなわち，正常

細胞と比較して恒常性を維持しにくい癌細胞（異常

細胞）が周辺の環境に応答して分化することが明ら

かにされた．

ヒト骨髄球性白血病細胞株（human myeloid leu-

kemia cell line, HL60細胞）は造血系細胞の分化過

程において，分化終末細胞（成熟血球）まで分化す

ることのないまま増殖状態にある未分化な細胞であ
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る．種々の誘導剤は HL60 細胞を顆粒球様細胞，

あるいは単球，マクロファージ様細胞に分化誘導す

る．これらの研究の中で，特に，レチノイン酸

（all-trans-retinoic acid, RA）による HL60細胞の分

化誘導に関する研究成果は，2,3)急性前骨髄性白血病

患者（APL）の白血病細胞が in vitro 及び in vivo

で RAにより終結分化するという発見に直接導き，

RAは APL患者の治療薬として用いられるように

なった．2,4)

2. 新規細胞分化誘導剤の探索

HL60細胞が in vitroで刺激物質により分化誘導

することを指標に分化誘導剤の探索を行ったとこ

ろ，癌壊死因子 b（TNFb）として知られていたリ

ンホトキシンやコロニー刺激因子（GM-CSF）とい

った本来異なる機能を持つ蛋白質が分化も誘導し

た．5,6)また，低分子アルデヒドーフェノール化合物

であるコレトクロリン Bが分化誘導作用を示し，

その極性基は作用に必須であった．7)ついでこの研

究が基点となり，長鎖脂肪族アルデヒドを長鎖脂肪

族アルコールに還元する NADPH 依存性アルデヒ

ド還元酵素に着目した．8―10)ラット腎臓から精製し

た酵素蛋白質は HL60 細胞を単球・マクロファー

ジ様細胞に分化誘導し，その ED50は 71 nMであっ

た．11)この作用には酵素活性は必要ではなく，酵素

蛋白質は細胞へ特異的に結合（KD＝70 nM）した．

以上，異物代謝酵素蛋白質が細胞の分化を誘導する

ことが明らかとなった．

3. RAによる細胞分化の新しい作用機構の解明

強力な細胞分化誘導剤である RAの作用機構は近

年発見された RA受容体（RAR, retinoid X recep-

tors）で説明される．12) RARはステロイド/甲状腺

核受容体多遺伝子ファミリー（the steroid/thyroid

nuclear receptor multigene family）の 1つであり

RAに高い親和性を持つ．これら核受容体は特別な

DNA配列を認識，結合してターゲット遺伝子の転

写を開始させると一般的に受け入れられているが，

RARが分化に関与する直接の証拠は非常に限られ

ている．HL60 細胞は RARa と b を持ちその内

RARa が HL60 細胞の RA による分化誘導作用に

役割を果たすと考えられた．13,14)また，P19胚細胞

の RA による分化に RARbが間接的に関与する可

能性が示された．15)これに対して，RA応答が非常

に速いこと，RAR が RA により誘導された F9 胚

癌腫細胞の分化に関与しないこと，RAR が DNA

と直接作用しない機構で機能しうること，16,17)さら

に，遺伝子を介さない RA の作用18―22)等が報告さ

れた．これらの結果は RAにより誘導される細胞分

化過程に RARに加えて別の作用機構が存在する可

能性を示唆した．そこで，遺伝子を介さない

（non-genomic) RAの作用機構として，蛋白質への

RAのアシル化反応（レチノイレーション）を提案

した．23―27)

RARとレチノイレーションの大きな違いは，RA

が RARに水素結合で結合するのに対して，レチノ

イレーションでは RAが蛋白質に共有結合する点で

ある．レチノイレーションは蛋白質のリン酸化で代

表されるように多くの蛋白質の性質，機能に影響を

与える蛋白質修飾反応の 1つとして捉えることがで

きる．蛋白質修飾反応の例として，リン酸化，パル

ミトイル化，ミリストイル化，アセチル化，リポイ

ル化， ADP-リボシル化，グリコシル化，イソプレ

ニル化等が知られている．この内，蛋白質のパルミ

トイレーション，ミリストイレーションは CoA中

間体の形成を経る長鎖脂肪酸による蛋白質修飾反応

であることはよく知られている．28,29)

(1) レチノイレーション（RAによる蛋白質の

アシル化反応) レチノイレーションの代謝経路

の 1つはレチノイル CoA中間体の形成とそれに伴

って起こるレチノイル CoAの転移，そしてレチノ

イル部分の蛋白質中のアミノ酸への共有結合形成で

ある（Fig. 1）．30―32)一方，レチノイル CoAが中間

体でない場合は RA はチトクローム P-450 によっ

て 4-ヒドロキシ RAに代謝され，蛋白質上のアミ

ノ酸に O- エーテル，あるいは S- エーテルで結合

している（Fig. 1）．33)また，RA代謝物である 5,6-

エポキシ -5,6-ジヒドロ RA（Fig. 1，枠内）等も蛋

白質に共有結合を形成し得る．

レチノイレーションは HL60 細胞にとどまらず

多くの細胞中で起こり，RAで修飾される蛋白質は

細胞種によって異なっていた．23―26,34,35) HL60細胞

においては S-エステル，O-エステル結合を加水分

解する処理により約 90％の RAが蛋白質上のレチ

ノイル化部位から遊離された．24)したがって，レチ

ノイル CoAが中間体の場合 RAはパルミチン酸の

結合のようにシステインに S-エステルで，また，

チロシン，スレオニン，セリンに O-エステルで結
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Fig. 1. Pathways for Protein Modiˆcation by RA
One metabolic pathway for retinoylation is the formation of a retinoyl-CoA intermediate and the subsequent attachment to a protein-cysteine via a thioester

bond. If retinoyl-CoA is an intermediate then an O-ester or an amide linkage is formed. If retinoyl-CoA is not an intermediate then an O-ether or a thioether bond is
formed.

549No. 8

合する．しかし，ヒトケラチン細胞においては共有

結合した RAは上記と同じ処理をしてもほとんど遊

離しなかった．26)これらの結果は，レチノイル

CoAが中間体ではなく，4- ヒドロキシ RAの中間

体形成を通して RA が蛋白質に O- エーテル，S-

エーテルいずれかで結合していることを示す．一方，

Schallreurerらは，チオレドキシン還元酵素蛋白質

のシステイン残基に RA の C-13 又は C-14 いずれ

かの部位がチオエーテル結合することによって，

13-シス RAによる本酵素の構造特異的な阻害を説

明している．35)

レチノイレーションはビタミン A欠乏ラットの

臓器中（in vivo）でも起こり，腎臓，肝臓，肺の

順にその量は多かった．また，RAと蛋白質はエス

テルで結合していた．36)

レチノイレーションは，レチノイル CoA中間体

の形成とレチノイル CoAの蛋白質中のアミノ酸へ

の転移の二段階の反応から成る（Fig. 1）．最初の

レチノイル CoA 生成反応を 3H-RA を用いて 3H-

レチノイル CoA 量を測定することにより in vitro

で検討したところ，肝臓の細胞画分の内ミクロソー

ム画分で多く，ついで，膜・核画分でその比活性は

高かった．各種臓器間のレチノイル CoA生成量を

比較すると，ミクロソーム画分では肝臓，精巣，腎

臓の順に多く，粗抽出画分では腎臓，肝臓，精巣の

順に多いことから，腎臓と肝臓・精巣ではレチノイ

ル CoAの生成場所が異なっていた．次に，粗抽出

画分を用いてレチノイレーションを検討したとこ

ろ，その量はレチノイル CoA生成量と正の相関を

示した．また，レチノイル CoA生成量は時間，画

分量，RA濃度に依存して上昇，飽和し，RAに対

する Km は 2.4×10－8 M であり，Vmax は 1.0×

10－4 mmol/min/mg protein であった．さらに，レ

チノイル CoA生成反応はパルミチン酸，ミリスチ

ン酸，アラキドン酸，及びこれらの長鎖脂肪酸

CoAsにより阻害された．以上の結果はレチノイル

CoAは各臓器中で生成され，酵素により触媒され

ることを示した．

(2) レチノイレーションの性質

1) レチノイル化蛋白質の核局在性と DNAへの

結合―HL60細胞を用いてレチノイレーションを

検討したところ，レチノイレーションは非常に速い
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Fig. 2. Two Dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis of Retinoylated Proteins in HL60, HL60/MRI, and HL60/RA-res
Cells

Cells were grown in serum-free medium for 24 h in the presence of 100 nM [11,12-3H]-RA, 50―55 Ci/mmol. The protein residues were dissolved in isoelectric
focusing buŠer (pH 3.5―10) and analyzed by two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and ‰uorography. Arrow shows the position of the
major retinoylated protein.
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反応であり，その量は細胞外 RA濃度に依存して飽

和し，その ED50値（300 nM）は HL60細胞の分化

誘導作用の ED50値（100 nM）に近似していた．ま

た，ほとんどのレチノイル化蛋白質は核に存在して

いた．24)レチノイル化蛋白質が DNA結合蛋白質で

あるか否かを知るため，トリトン N101 (0.3％）に

よって核画分から抽出し，DEAE-カラムで部分精

製したレチノイル化蛋白質を DNA- セルロースカ

ラムで分析した．レチノイル化蛋白質は DNA- セ

ルロースカラムに結合し 0.1 M NaClで溶出された

ことから，レチノイル化蛋白質は DNA結合性を有

していた．34)

2) 細胞の RAに対する応答性とレチノイレーシ

ョン―レチノイレーションの役割機能についてよ

り一層の情報を得るため RAに対し応答性の異なる

細胞を用いて検討を行った．27) HL60 細胞に比べ

RA に対しより応答性の高い変異細胞株（HL60/

MRI細胞）のレチノイレーション量（モル結合/細

胞）は HL60 細胞と比較して約 5 倍高い値を示し

た．HL60細胞及び，HL60細胞より RAに対し応

答性の低い，すなわち，RAの分化誘導作用に耐性

を示す変異細胞株（HL60/RA-res細胞）のレチノ

イレーションは同程度に同じ割合で生じた．これら

三種類の細胞株のレチノイル化蛋白質の一次元電気

泳動パターンは非常に類似していたが，二次元電気

泳動パターンは異なっていた（Fig. 2）．すなわち，

これらすべての細胞株に分子量 55,000，等電点 4.9

の主レチノイル化蛋白質を認めたが，HL60/RA-

res細胞はこの蛋白質と同じ分子量で等電点がより

酸性のレチノイル化蛋白質を高レベル含んでいた

（Fig. 2）．

総レチノイレーション量は RA応答性胚癌腫細胞

（PCC4aza1R 細胞）の方が RA 耐性細胞（PCC4

(RA)-2細胞）より多かった．胚癌腫細胞のレチノ
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イル化蛋白質の一次元電気泳動パターンは HL60

細胞のそれとは異なっていた．また，正常イヌ腎臓

細胞（MDCK細胞）のレチノイル化蛋白質のー次

元電気泳動パターンは HL60 細胞，胚癌腫細胞と

は異なっていた．また，乳癌細胞（MCF-7細胞）

のレチノイル化蛋白質の二次元電気泳動パターンは

HL60細胞とは異なっていた．23)

これらの結果はレチノイレーションが広範囲にわ

たって生じ，異なる細胞の RAに対する異なる応答

が細胞中の異なる蛋白質のレチノイレーションに起

因することを示唆した．

3) 既存蛋白質のレチノイレーション―HL60

細胞中に生じるレチノイレーションが新しく合成さ

れた蛋白質上，あるいは既存の蛋白質上のいずれに

起こるかを知るために，シクロヘキサミドの存在下

でレチノイル化蛋白質の量を測定した．34)全蛋白質

合成の 86％を阻害することが知られている 3.6 mM

シクロヘキサミド存在下 RAと細胞を 48時間イン

キュベーションしたところ，そのレチノイル化蛋白

質量（fmol/106細胞）はシクロヘキサミド非存在

下の細胞中のレチノイル化蛋白質量とほぼ同じレベ

ルであった．この結果はレチノイレーションが翻訳

後（既存）蛋白質修飾であることを示した．

4) 長鎖脂肪酸による蛋白質のアシル化反応との

相違―蛋白質のレチノイレーションとパルミトイ

レーションの間には類似性がある．すなわち，RA

とパルミチン酸（PA）の両者は既存蛋白質をアシ

ル化しチオエステル結合で蛋白質に共有結合する．

この類似性は同じ蛋白質が両脂肪酸の基質になりう

るか否かという問題を提起する．HL60 細胞中約

120の蛋白質が 3H-ミリスチン酸（MA）で約 70の

蛋白質が 3H-PAで修飾されるが，これらと比較し

てわずか約 20の蛋白質が 3H-RAで修飾されていた

（Fig. 2）．したがって，より多くの HL60細胞蛋白

質が 3H-RAに比べて 3H-PA, 3H-MAにより修飾さ

れていた．34)ほとんどの蛋白質は一種類の脂肪酸で

修飾されているが，主レチノイル化蛋白質は 3H-

PA, 3H-MAの両方で修飾されていた．このように

三種類の脂肪酸による蛋白質の修飾は，三種類の脂

肪酸が同じアミノ酸上で競合する，あるいは共通の

代謝経路を RA, PA, MAが共有するか否かという

問題を提起する．しかし，3H-PA により修飾され

る主レチノイル化蛋白質の量は 1 mM RAの添加で

減少しなかった．逆に，レチノイル化蛋白質の相対

的な修飾は細胞外 PA濃度依存的に減少しなかった

が，500 mM PA の添加でレチノイル化蛋白質量は

増加した．また，主レチノイル化蛋白質の 3H-MA

による修飾は 500 mM PA の添加で減少しなかっ

た．以上の結果は，RA, PA, MA は主レチノイル

化蛋白質部位上で競合しないこと，また，いくつか

の蛋白質はレチノイレーション，パルミトイレーシ

ョン，ミリストイレーションの基質となりうること

を示した．

5) 患者の白血病細胞の RAに対する応答性―

急性骨髄性白血病患者の白血病細胞中の RAによる

蛋白質修飾反応を調べた．三人の患者から得られた

白血病細胞蛋白質に認められたレチノイレーション

パターンは相互に類似し，これらは HL60 細胞の

パターン（Fig. 2）に著しく類似していた．本実験

条件下で細胞の増殖はなく細胞生存率は時間に依存

して減少したことから，レチノイレーションが細胞

増殖に非依存的な翻訳後修飾であることを示唆し

た．また，レチノイレーションのパターンを分析す

ることにより患者の RAに対する応答感受性を推測

することは可能である．

(3) レチノイル化蛋白質の同定

1) サイトケラチン―ヒト表皮ケラチン細胞中

の主レチノイル化蛋白質はその二次元電気泳動上の

移動位置と抗ケラチンモノクローナル抗体による免

疫染色の結果に基づいてサイトケラチン（cytoker-

atin）と同定した．26)サイトケラチンに共有結合す

る 3H-RAはメタノール - 水酸化カリウムを使用す

る緩和な加水分解処理によって除かれないことから，

RAとサイトケラチンはチオエステルで共有結合し

ていなかった．

2 ) ビメンチン―HL60 細胞中の分子量

55,000，等電点 4.9 の主レチノイル化蛋白質

（p55RA）は，MonoQアニオン交換クロマトグラフィ

から溶出した p55RAの二次元電気泳動上の移動

位置と抗ビメンチンモノクローナル抗体による免疫

染色の結果に基づいて中間フィラメント蛋白質であ

るビメンチン（vimentin）と同定した．37)ビメンチ

ンに結合する 3H-RA はメタノール -水酸化カリウ

ム，あるいはヒドロキシルアミンを使用する緩和な

加水分解処理により約 50％遊離した．したがっ

て，ビメンチンと RAの結合はサイトケラチンの場
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Fig. 3. Immunoprecipitation of RII
HL60 cells were grown in serum-free medium with and without 100 nM [3H]RA. Cell extracts were labeled by 8-azido-[32P]cAMP and immunoprecipitated

with anti-RII antiserum. Lane 1 is a portion from the solubilized fraction, untreated with antiserum and protein A-Sepharose. Lane 2 shows the immunoprecipitate
from the initial solubilized fraction carried out with protein A but without antiserum. Lanes 3 and 4 show the immunoprecipitated 8-azido-[32P]cAMP labeled pro-
tein (lane 4) and the nonimmunoprecipitated proteins remaining in the soluble fraction (lane 3) after treatment of the solubilized fraction with 8 ml of anti-RII an-
tiserum and protein A-Sepharose. The gel (lanes 1―4) was exposed to the ˆlm for 3 days. Lanes 5―7 show the levels of protein speciˆcally immunoprecipitated as a
function of increasing concentrations of anti-RII antiserum (lane 5, 4 ml; lane 6, 8 ml; and lane 7, 16 ml). The gel (lanes 5―7) was exposed to the ˆlm for 13 days.
Lanes 8―11 show the speciˆcity of this immunoprecipitation with the anti-RII antiserum. Lane 8, 4 ml of anti-RII antiserum; lanes 9―11, 4, 8, and 16 ml of normal
rabbit serum, respectively. The gel (lanes 8―11) was exposed to the ˆlm for 13 days. The cells used for lanes 1―4 were grown with 100 nM [3H]RA. The cells used
for lanes 5―11 were grown without RA. The band containing the radioactivity shown in lane 4 was cut from the gel and the 32P and 3H determined in a liquid scintil-
lation counter. We found 1.2 fmol of RA and 0.4 fmol of 8-azido-cAMP present in this band.
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合とは異なりエステル結合であった．またレチノイ

ル化ビメンチンは核，特に核膜に存在していた．

3) プロテインキナーゼ A の調節サブユニット

（cAMP結合蛋白質）―いくつかのレチノイル化

蛋白質は cAMP 結合蛋白質（cAMP-binding pro-

tein）であるプロテインキナーゼ A（cAMP依存性

蛋白質リン酸化酵素：PKA）の調節サブユニット

であった．25) 8- アジド -32P-cAMP で共有結合標識

した五種の PKAの調節サブユニット（the regula-

tory subunits of cAMP-dependent protein kinase）は
3H-RA の HL60 細胞への処理により修飾された分

子量 37,000 (p37RA), 47,000（p47RA), 51,000（p51RA）

のレチノイル化蛋白質と二次元電気泳動上で同じ位

置に移動した．さらに，p47RAは I 型 PKA (PKA

I）と MonoQ アニオン交換クロマトグラフィ上で

共溶出し，p51RAは II型 PKA (PKA II）と同クロ

マトグラフィ上で共溶出した．PKA Iの cAMP結

合調節サブユニット（RIa）に対する特異抗体は

p47RAを免疫沈降し，また，PKA IIの cAMP結合

調節サブユニット（RIIa）に対する特異抗体は

p51RAを免疫沈降した（Fig. 3）．38)これらの結果は

PKA の RIa と RIIa の両調節サブユニットがレチ

ノイレーションされていることを示した．また

RIa, RIIaは RAとエステルで結合していた．

(4) RA による分化誘導作用とレチノイレーシ

ョン

1) PKAの調節サブユニット（RIIa, RIa）のレ

チノイレーション―蛋白質を修飾する時間，及び

その量は蛋白質修飾反応が機能的に重要であるかど

うかの判定基準となる．HL60 細胞を 100 nM 3H-

RA存在下 24時間インキュベーションした後のレ

チノイル化蛋白質の約 80％はビメンチンであり，

約 10％は PKAの RIIaであった．しかし，5分間

インキュベーションした後では RIIaのみが修飾さ

れていた．39)また，HL60細胞中，ビメンチンの一

部がレチノイル化されているのに対して，RIIaの

1 mol に 1.4 mol の RA, RIa の 1 mol に 6 mol の

RAが結合していた．39)さらに，レチノイル化され

た PKA の RIIaは核内に存在していた．したがっ

て，RAで誘導される HL60細胞の分化の初期の反

応に RIIaのレチノイレーションが深く関与してい

ることが示唆された．

2) cAMP 生成誘導薬と RA による分化誘導作

用（プライミング効果)―多くの細胞種（myeloid

leukemia,40―48) teratocarcinoma,47,49―54) melanoma,
55) kidney47)の細胞を含む）における生物学的な反

応（細胞の増殖，分化等）は RAと cAMPの密接

な相互作用により生じることが報告されている．

cAMP 生成誘導薬（cAMP-inducing agents）の細

胞への処理は RAで誘導された F9胚癌腫細胞（F9

embryonal carcinoma細胞)51―53)と HL60細胞43)の

分化を増大させた．そして，逐次処理（プライミン
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グ），すなわち，まず RA，次に cAMP生成誘導薬

の順に細胞を処理すると分化を相乗的に誘導する

が，その順序を逆にするとその効果がなかっ

た．43,51,52)したがって，RA処理は cAMPの応答を

変える変化を誘導している可能性が示唆された．種

々の蛋白質リン酸化酵素による特異的な蛋白質のリ

ン酸化は細胞調節において主要な役割を演じるが，

その中で PKAは cAMPの調節サブユニット（R）

への結合が引き金となり蛋白質をリン酸化する．56)

この PKA活性は細胞に RAを処理した後に増加す

る．40,44―46,49,55,57)逆に，RA 処理は細胞内 cAMPレ

ベルを変化させない．46,55,58,59)したがって，cAMP

の量ではなく，PKA活性の変化が RAと cAMP生

成誘導薬の併用で認められた相乗効果を現す起因で

ある可能性が示唆された．

3) レチノイル化 PKA と cAMP 生成誘導薬

―一般的に，PKA 活性の増加は PKA 蛋白質の

増加によってもたらされる．しかし，HL60細胞に

おいて，シクロヘキサミドによる蛋白質合成の阻害

は RAによるプライミング，43)及び蛋白質のレチノ

イレーション34)を阻止しない．したがって，RAに

よるこのプライミング効果は PKA蛋白質の合成を

増加させる必要がないので，ここに示した RIa,

RIIaのレチノイレーションが細胞内 PKA活性の変

化に関与している可能性が示唆された．

cAMP 生成誘導薬として，プロスタグランジン

E2（PGE2）は良く知られており，RAによる HL60

細胞の分化を増強させた．60) HL60 細胞膜には

PGE2レセプターサブタイプのうち EP2, EP3, EP4

が発現しており，EP2 サブタイプのアゴニストと

RAが HL60細胞の分化を相乗的に誘導させること

から，EP2が細胞分化に関与していた．61)以上の結

果を統合すると，HL60細胞に PGE2を単独処理し

た場合，cAMP生成を促し細胞質内の PKAが細胞

質内の蛋白質をリン酸化する（Fig. 4）．一方，RA

を処理した場合，RAは細胞質内の PKAの調節サ

ブユニット Rをレチノイル化することにより PKA

を核内に移行させ，核内蛋白質のリン酸化を促進し

て分化を誘導する．その際，PGE2を併用すると

cAMP生成を促し核内の PKAによる核内の蛋白質

のリン酸化を増大させ分化を促進することが示唆さ

れた（Fig. 4）．

(5) リガンドと蛋白質の共有結合形成によるシ

グナル伝達 本研究においてはレチノイレーショ

ンが広範囲に及び，RAは多くの既存蛋白質に共有

結合していることを示した．レチノイル化蛋白質の

性質と未同定のレチノイル化蛋白質の解明はレチノ

イレーションの役割・機能に限らず，異なる細胞に
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種々の相反する作用を示すミラクルな RA作用を理

解する鍵と考えられる．

RA受容体は RAの作用に必要と考えられている

が RAによる細胞分化における RA受容体の直接の

役割は明らかではない．急性非リンパ系白血病患者

の細胞と白血病細胞株（HL60細胞，HL60/RA-res

細胞）の研究において RAにより分化が誘導されて

いる細胞内の RARレベルは少し増加するが RAの

作用と RARaとの相関は見られないと報告されて

いる．62,63)また，RA により分化している細胞中で

RA と RAR との複合体が DNAに結合して細胞内

蛋白質の発現を調節しているという報告は全くな

い．これに対して，レチノイレーションは分化誘導

中の細胞内の最終反応を測定している．RAによる

分化誘導過程において，レチノイレーションと

RAR両者がいかに協力して RAの作用を発現する

かは非常に興味深いところである．

現在，RA にとどまらずステロイド/甲状腺ホル

モンが蛋白質と共有結合していることを見出

し，64,65)酵素有機化学反応（共有結合形成）と生物

作用発現との相関を解析し，リガンドの蛋白質への

共有結合形成によりシグナル伝達がなされ生理作用

が発現されるという新しいシグナル伝達機構の普遍

性を検討している．

4. 分化誘導促進剤を用いた分化誘導療法

RA を初めとするレチノイドは，自然界に存在

し，また微量栄養素であるビタミン A（レチノー

ル）の合成類縁体として知られているが，多くの癌

モデルにおいて癌細胞の増殖を抑制して，癌細胞の

分化を誘導する．また，RAは経口投与で摂取され

APL 患者の約 95％を完全寛解させる．4)このよう

に分化誘導療法は化学療法とは異なり癌細胞にのみ

作用し，正常細胞に大きな影響を与えないので副作

用が少なく，治癒率が非常に高いという利点を持つ．

RAは APL患者に有効な細胞分化誘導治療薬で

はあるが，RA単独投与で完全寛解した患者は 2―3

カ月後に高い割合で白血病を再発する．そして，再

発した患者の白血病細胞が in vitroで RAに対し応

答しても，ほとんどの患者は見かけ上 RAに対して

耐性となる．そこで，RAを投与した再発患者の変

化について調べたところ，患者の血中の RA濃度は

非常に低く，白血病細胞中の RA結合蛋白質量は著

しく増加していた．60)これらのことから，（a)RAの

代謝酵素であるチトクローム P-450が誘導され RA

の代謝が亢進し RA濃度が減少した，（b)細胞内の

RA結合蛋白質量が増加し RAは結合蛋白質に結合

しているため（不活性型，貯蔵型），生理作用を発

揮できる遊離 RAの濃度が減少した，（c)多剤耐性

遺伝子（multidrug resistant 1 mRNA, MDR1 mRNA）

及び p-glycoproteinが発現し細胞内 RAを細胞外に

放出したため，細胞内 RA濃度が低下した可能性等

が指摘された．66)すなわち，いずれも RAの大量投

与により種々の遺伝子が誘導され，細胞内の RAの

濃度が激減したことを表している．

一般的に，薬剤の併用投与は種々の微生物感染治

療，癌化学療法，発癌予防法等において，単独投与

よりもより効果的である．そこで，治療に使う RA

濃度を減少させることにより，上記の蛋白質の誘導

を抑え，細胞内の RA濃度を高く維持することがで

きると考えた．すなわち，低濃度の RAと他の薬剤

を併用することによって，RA単独で用いる場合と

同等の効果を得ることを試みた．分化治療法におい

て RAと併用する薬剤について下記する．

(1) レチノイド

1) Am80, Ch55―Am80 はテレフタル酸アニ

リド誘導体，Ch55はチャルコンカルボン酸誘導体

である．これらの化合物の末端のカルボキシル基と

脂溶性基の間隔は一定であり，RAのその間隔とほ

ぼ等しい（Fig. 5A）．放射標識された RA, Am80,

Ch55を使用して，RA, Am80, Ch55による細胞分

化誘導活性と蛋白質の共有結合修飾との間に正の相

関があるかを検討した．67)無血清培養条件下では，

RA, Ch55は用量依存的に HL60細胞の分化を誘導

したのに対し，Am80は誘導しなかった．Am80は

血清含有培養条件下では分化を誘導する．一方，無

血清培養条件下，RA, Ch55は HL60細胞蛋白質と

共有結合したが，Am80 はほとんど結合しなかっ

た．二次元電気泳動で放射標識蛋白質を分離，解析

したところ，そのパターンは RAと Ch55では異な

っていた．しかし，PKA II の RII サブユニット

（蛋白質 11），PKA I の RI サブユニット（蛋白質

14）を含む数種の蛋白質は両レチノイドで共標識さ

れた．一方，無血清培養条件下，レチノイレーショ

ン量は Am80添加によって増加し，RAと Am80あ

るいは Ch55の併用で HL60細胞の分化を相乗的に

誘導した．以上の結果から，レチノイレーションと
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分化誘導作用には正の相関関係があり，レチノイド

による蛋白質修飾反応が HL60 細胞の分化誘導に

おいて重要な働きをしている可能性が示唆された．

また，Am80と Ch55は核内レセプターに結合する

が，無血清培養条件下では核内レセプターへの結合

能と HL60細胞の分化誘導作用は相関しなかった．

2) 4-HPR―4-HPR は RA の末端のカルボキ

シル基にヒドロキシルフェニルアミン基が結合した

化合物である（Fig. 5A）．4-HPR は有効な癌化学

予防剤，癌細胞増殖抑制剤であるが，核内レセプ

ターと結合しないのでその作用機構はよく分かって

いない．無血清培養条件下では，4-HPR は用量依

存的に HL60細胞の分化を誘導するが，RAと比較

すると非常に弱い分化誘導作用しか示さなかっ

た．68)しかし，4-HPR と RA の併用で相乗的に

HL60 細胞の分化を誘導し，その際，4-HPR は細

胞内レチノイレーション量を増加させた．一方，

4-HPRは細胞の増殖を抑制しアポトーシスを誘導

することが知られている．以上の結果から，レチノ

イレーションと分化誘導作用に相関関係が認めら

れ，単独で細胞分化誘導能が弱い薬剤でも RAと併

用することにより臨床的に使用できる可能性を示唆

した．

3) まとめ―RA, Am80, Ch55 は核内レセプ

ターに結合するが，4-HPR は結合しない（Table

1）．無血清培養条件下，RA, Ch55, 4-HPR 単独で

HL60細胞の分化を誘導するのに対して，Am80は

誘導しなかった．これらすべてのレチノイドは低濃

度の RAと併用すると RAによる分化誘導作用を増

強し，レチノイレーション量も増加させた．各リガ

ンドの蛋白質への共有結合形成を検討したところ，

RA と Ch55 は共有結合形成を示すのに対して，

Am80は示さなかった．以上の結果から，レチノイ

ド単独の分化誘導作用は核内レセプターへの結合性

の有無よりも，レチノイドと蛋白質との共有形成に

相関していた．また，これらすべてのレチノイドは

RAによる分化誘導作用を増強させ，かつレチノイ

レーション量を増加させることから，細胞内 RA濃

度を高めている可能性が示唆された．

(2) ステロイドMer-NF8054X 砂漠に生息

する耐熱性の子嚢菌である Emericella heterothalli-

caは無機培地中で容易に増殖するため培養が安価

で行えること，また菌体内で合成された化合物は菌

体外（培養液中）に分泌されるので化合物の単離，
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Table 1. Comparison of RA, Am80, Ch55, and 4-HPR

Binding
to RAR

Serum free

DiŠeren-
tiation

Synergistic
eŠects in the
combination

with RA

Increasing
retinoylation

Covalent
binding

Retinoic acid ＋ ＋ ND ＋ ＋

Am80 ＋ － ＋ ＋ －

Ch55 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

4-HPR － ＋ ＋ ＋ ND

556 Vol. 122 (2002)

精製が比較的容易であるという利点をもつ．本菌か

ら，cycloergostan 骨格を持つ新規エルゴステロイ

ド三種が単離され構造が決定された（Fig. 5B）．

Mer-NF8054X, Emesterone A, Emesterone Bは水酸

基を順に 4, 3, 2個有する（Fig. 5B）．Mer-NF8054X

単独で濃度，時間依存的に HL60 細胞を単球・マ

クロファージ様細胞に分化誘導した．69)また，Mer-

NF8054X は強い細胞増殖抑制作用を現し，RA と

の併用で相乗的に細胞の分化を誘導した．Mer-

NF8054Xの 3位の水酸基がカルボニル基になった

Emesterone A は Mer-NF8054X に比べて弱い増殖

抑制作用，分化誘導作用を示した．Emesterone A

の 5 位の水酸基の欠失した Emesterone B は

Emesterone A より強く Mer-NF8054X より弱い作

用を示した．これらの結果は，Mer-NF8054とその

類縁体は新しいタイプの分化誘導剤であり，3位，

5位の水酸基は作用発現に必要であるが必須ではな

いこと，Mer-NF8054Xは RAによる分化誘導作用

を増強させることを明らかにした．したがって，

Mer-NF8054Xは RAとの併用で白血病患者の治療

に利用できる可能性が見いだされた．

1,25(OH)2ビタミン D3(1,25(OH)2D3）（Fig. 5B）

は HL60 細胞の分化誘導剤として非常に優れてい

るが，細胞内カルシウム濃度に大きな影響を与える

ので臨床的に副作用が強く使用できない．1,25

(OH)2D3 に似た構造を持つ Mer-NF8054X の細胞

内カルシウム濃度に及ぼす影響を検討することは大

変興味深い．

(3) 脂肪酸 酪酸（butyric acid, BA）は HL60

細胞分化誘導剤であり，クロマチンに存在するヒス

トンの脱アセチル化を阻害することが知られている

（Fig. 5C）．トリブチリン（BA のプロドラッグ）

（tributyrin, TB）は 3個の BAを持ち，TB 1 molが

3 molの BAに相当する（Fig. 5C).単独処理の場合,

HL60 細胞の分化能に対する ED50値は RAで 0.11

mM, BA で 480 mM, TB で 130 mM であった．60,70)モ

ル比を 1000：1 (BA or TB：RA）として併用した

場合，その ED50値は BA が 38 mM, RA が 38 nM,

TB が 13 mM, RA が 13 nMとなった．特に，TBを

RAと併用することにより，50％分化誘導活性を得

るために必要とされる化合物の RA濃度は，単独の

場合と比較して 8―10分の 1に減少した．

最近，この RAと BAの併用による相乗効果が核

内レセプターで説明されつつある．一般的にヒスト

ンのアセチル化はクロマチンの活性遺伝子のところ

で活発である．RXR, RAR の共役抑制因子である

SMRT, mSin3A が脱アセチル化酵素（HDAC1,

mRPD3）と複合体を形成しており，脱アセチル化

酵素阻害剤によって RA による転写活性は亢進す

る．71,72)また，共役活性因子である CBP /p300,
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SRC-1にアセチル化酵素活性が認められた．73,74)一

方，トリコスタチン A (Fig. 5C）は BA と同様に

ヒストンの脱アセチル化を阻害することが知られて

いるが，構造上 BA よりも RA によく類似してい

る．現在，BAとレチノイレーションの関係を検討

している．

(4) 細胞分化誘導療法 細胞分化誘導療法は

癌細胞にのみ作用して癌細胞を正常様細胞に分化誘

導するため，癌細胞ターゲッティング療法の 1つと

考えられる．したがって，正常細胞に影響を与え

ず，化学療法に見られるような副作用が非常に少な

い．このような理由からか，白血病の患者はカプセ

ルに封入された RAを毎日経口的に摂取している．

現在，RAの多量投与による RA耐性が問題となっ

ている最中，RAはよく効く薬であることは間違い

ないのであるから，RAの投与方法，剤形を考え直

す時期がまさにきている．これと同時に，細胞分化

誘導療法において，分化誘導作用を増強する薬物

（細胞分化誘導剤，アポトーシス誘導剤，cAMP生

成誘導薬，cAMP 様作用薬等）の探索，及びそれ

らの in vivoでの検討を行うことは重要である．ま

た，細胞分化誘導療法の他の癌に対する応用も期待

される．

5. 抗癌剤の設計とその効果

Falconensone Aと B は，南米ベネズエラの土壌

より分離された新種の子嚢菌である Emericella fal-

conensis NHL2999株の菌体の塩化メチレン抽出エ

キス中より単離されその構造が決定された新しいタ

イプの黄色化合物である．Falconensone A と Bの

違いは cyclopentenone環の 4′位にメチル基を有す

るか否かである．これらの化合物は芳香環に共役二

重結合が連なるポリエンであり，RAと構造上類似

している（Fig. 5D）．そこで，falconensone A を

シード化合物とし，RA及び，抗癌剤として臨床試

験が行われている 4-HPRをモデル化合物として抗

癌剤の創製を試みた．これら 3種類の化合物の構造

を比較すると，RA はカルボキシル基（COOH）

を持つのに対して，falconensone A と B は極性基

（活性基）を持たない．リガンドと蛋白質の共有結

合修飾が細胞内シグナル伝達に重要であるならばリ

ガンドの極性基は必須である．そこで，falconen-

sone A の 2 位のカルボニル基を p-bromophenyl-

hydrazine により置換した falconensone A p-

bromophenylhydrazone (Br 誘導体），及び fal-

conensone Aの 2位，及び 3′位のカルボニル基にヒ

ドロキシルアミンを用いてオキシム置換した fal-

conensone A dioxime (Ox誘導体）を合成し，各種

生物学的作用を検討した（Fig. 5D）．75―78)

(1) 抗癌作用 HL60 細胞の増殖抑制作用を

検討したところ，血清含有培養条件下で，10 mM

falconensone A は HL60細胞の増殖を約 25％抑制

するのに対し，falconensone A の合成誘導体であ

る Br 誘導体及び Ox 誘導体は，約 55％，約 60％

と falconensone A に比べてより強い作用を示し

た．次に，分化誘導作用を検討したところ，無血清

培養条件下において falconensone A 単独は HL60

細胞の分化を誘導するが，血清含有培養条件下では

分化をほとんど誘導しなかった．78)しかし，両合成

誘導体は血清の有無に関わらず細胞の分化を誘導

し，誘導された細胞は RAの場合とは異なり単球・

マクロファージ様細胞であった．また，10 nM RA

と falconensone A を併用することによって HL60

細胞の分化は相乗的に誘導された．さらにアポトー

シス誘導作用を DNAのフラグメンテーション及び

TUNEL法を用いて調べたところ，falconensone A,

Br誘導体，Ox誘導体は HL60細胞のアポトーシス

を誘導した．その強さは Ox 誘導体，Br 誘導体，

falconensone A の順に強力であり，細胞増殖抑制

作用と正の相関を示したが，活性酸素種の生成量と

は相関しなかった．77)一方，芳香環の 4′位にメチル

基を持たない falconensone B はいずれの作用にお

いても影響を与えなかった．

(2) 抗酸化作用 抗酸化作用を a,a-diphenyl-

b-picrylhydrazyl (DPPH）ラジカル消去能を指標に

検討した．ビタミン Eの 1モルが 2モルの DPPH

ラジカルを消去するのに対し，Br誘導体，Ox誘導

体は cysteineと同様に，1モルの Br誘導体及び Ox

誘導体は 1 モルの DPPH ラジカルを消去した．76)

しかし，falconensone A と falconensone B は効果

を示さなかった．次に，リノール酸の過酸化抑制能

を調べたところ，ビタミン E の過酸化抑制作用を

100％とすると，Br 誘導体は 175％, falconensone

A は 115％となり，また濃度依存的に抗酸化作用

を示した．そして falconensone B及び Ox誘導体に

も約 60―70％の抗酸化作用が認められた．さら

に，ラット肝臓のミクロソーム膜の脂質過酸化抑制



hon p.12 [100%]

558

Fig. 6. Growth of Various Human Cancer Cells in the Presence of Falconensones
A, B: HL60 or HL60R cells was grown without (◇) or with 1 mM RA (□) and falconensones (falconensone A (◯), falconensone B ( ), falconensone A p-

bromophenylhydrazone (△) and falconensone A dioxime ( ) at a concentration of 10 mM in medium containing 10％ FBS. C, D, E, F: MCF-7, MCF-7/AdrR,
HepG2, or DU-145 cells was grown without or with various concentration of RA (□) and falconensones (falconensone A (◯), falconensone B ( ), falconensone
A p-bromophenylhydrazone (△) and falconensone A dioxime ( )) in medium containing 10％ FBS. Growth was measured at 72 h. Each point is the mean of at
least four measurements. The SE of each point was  8％ of the mean.

558 Vol. 122 (2002)

能を測定したところ，ビタミン E, falconensone A,

falconensone Bはほとんど影響を与えなかったが，

Br誘導体，Ox誘導体は濃度依存的に過酸化脂質の

生成を抑制し強い抗酸化作用を示した．

(3) 各種ヒト癌細胞に対する細胞増殖抑制作用

1) ヒト急性前骨髄球性白血病細胞―HL60R

細胞は細胞形態においては HL60 細胞と類似して

いるが RA に対して耐性を示す.13,14) HL60細胞及

び HL60R細胞（2×105 cells/ml）に，各化合物（1

mM RA, 10 mM falconensone A, 10 mM falconensone

B, 10 mM Br誘導体，10 mM Ox誘導体）を添加し，

時間経過における細胞数の変化を調べた．HL60細

胞においては，コントロールの細胞数を 100％とし

た時，Br誘導体，Ox誘導体は RAよりも初期の段

階で強い細胞増殖抑制作用を示した（Fig. 6A）．75)

また，115 時間後，Ox 誘導体，Br 誘導体，RA,

falconensone Aは順に約 60％, 50％, 50％, 40％の

細胞増殖を抑制した（Fig. 6A）．次に，RA耐性株

である HL60R細胞においては，1 mM RAは全く作

用を示さなかったが，falconensone A, Br誘導体及

び Ox誘導体は時間依存的に増殖を抑制し，119時

間後に約 65％の細胞増殖抑制作用を示した（Fig.

6B）．また，両細胞において falconensone Bは作用

を示さなかった．以上の結果から，falconensone B

以外の falconensonesは RA耐性に関わらず白血病

細胞の増殖を抑制することを確認した．

2) ヒト乳癌細胞―現在精力的に研究がなされ

ているヒト乳癌細胞について，生細胞染色法である

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium

bromide (MTT）法を用いて生細胞を定量すること
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により細胞増殖抑制作用を検討した．MTT法は細

胞数や細胞核数を実測するのではなく，MTTで生

細胞を染色し相対的な細胞量を測定する方法であ

る．ヒト乳癌細胞として，MCF-7細胞とエストロ

ゲンレセプターを有せず RA に対して耐性を示す

MCF-7/AdrR細胞（adriamycin耐性ヒト乳癌細胞）

を用いた．コントロールの細胞数を 100％として化

合物の各濃度添加における細胞数を％で示した．

MCF-7 細胞においては，RA は低濃度でも細胞増

殖抑制作用を示すのに対し，falconensones は 1―

10 mM で濃度依存的に細胞増殖を抑制した（Fig.

6C）．各化合物 10 mMの細胞増殖抑制作用を比較す

ると， falconensone A，及び falconensone B は約

37％，Br誘導体は約 60％, Ox誘導体は約 90％の

細胞増殖を抑制していた（Fig. 6C）．RA耐性細胞

株である MCF-7/AdrR 細胞においては，RA はほ

とんど影響を与えず，10 mM falconensone A は約

11％とMCF-7細胞の場合よりも弱い抑制作用を示

した（Fig. 6C, 6D）．これに対し，Br 誘導体，及

び Ox誘導体は MCF-7細胞の場合と同程度の抑制

作用を示し，10 mMでは順に約 58％，約 98％の細

胞増殖を抑制した（Fig. 6D）．以上の結果から，Br

誘導体及び Ox誘導体は RA耐性に関わらず乳癌細

胞の増殖を抑制した．

3) ヒト肝癌細胞及びヒト前立腺癌細胞―我が

国の肝癌による死亡率は欧米と比較して高く，肝癌

は他の臓器の癌細胞が転移してなる場合も多い．ま

た前立腺癌は近年劇的に増加しており，欧米では活

発に研究がなされている．そこでヒト肝癌細胞であ

る HepG2 細胞，及びヒト前立腺癌細胞である

DU-145 細胞における falconensones の影響につい

て検討した．HepG2 細胞においては，RA はほと

んど作用を示さず，10 mMでもわずか約 6％しか細

胞増殖を抑制しなかった（Fig. 6E）．また Br誘導

体は濃度依存的に作用を増強したが，10 mMで約

20％の細胞抑制作用しか示さなかった．これに対

し falconensone A 及び Ox 誘導体は強い細胞増殖

抑制作用を示し，10 mMで順に約 60％，約 80％を

示した（Fig. 6E）．DU-145 細胞においては，RA

と falconensone A は濃度依存的に細胞増殖抑制作

用を示すが，10 mMで約 20％しか抑制しなかった

（Fig. 6F）．また Br 誘導体は 0.1―10 mMの濃度範

囲で約 20％の抑制作用を示した．これに対し，Ox

誘導体は 0.1 mMから強い細胞増殖抑制作用を示し，

10 mM では細胞増殖をほぼ 100％抑制していた

（Fig. 6F）．一方，falconensone B はいずれの細胞

株においても全く効果を示さなかった．以上の結果

から，Ox誘導体は肝癌細胞及び前立腺癌細胞の増

殖を著しく減少させた．

4) まとめ―RA は HL60 細胞及び MCF-7 細

胞に顕著な作用を示したが，他の細胞株に対しては

ほとんど影響を与えなかった．一方，天然物質であ

る falconensone A の作用は弱いものの，すべての

癌細胞株の増殖を抑制した．これに対し， cy-

clopentenone 環の 4′位にメチル基を持たない fal-

conensone Bは，ほとんどの細胞株に対して細胞増

殖抑制作用を示さなかった．したがって， fal-

conensoneの抗癌活性に 4′位のメチル基は必須であ

ることが明らかとなった．また，falconensone A

の合成誘導体である Br誘導体及び Ox誘導体は，

falconensone A よりも強い効果をすべての癌細胞

株に対して示した．特に，Ox誘導体は多種の癌細

胞に対して有効であり，前立腺癌細胞に顕著な作用

を示した．Br誘導体及び Ox誘導体の作用は HL60

細胞及び MCF-7細胞において RA作用と同程度に

強く，RA が効果を示さない RA 耐性細胞株

（HL60R, MCF-7/AdrR), HepG2 細胞及び DU-145

細胞に対しても強力であった．以上，RA耐性癌細

胞を含む種々のヒト癌細胞に対して，Br誘導体及

び Ox 誘導体は親化合物の falconensone A よりも

強力な抗癌作用を有していた．

(3) 転移性肝癌マウスへの延命効果 HepG2

を用いた in vitro 実験において falconensones に抗

肝癌効果のあることが明らかとなった．そこで，

falconensonesの in vivo評価を行うために，転移性

肝癌マウスを用いて延命効果を検討した．75)肝癌を

作製するために使用した M5076細胞は卵巣由来細

網腫瘍で，これをマウスに尾静脈投与すると肝臓や

脾臓，まれに肺に転移し，最終的には肝癌で死亡す

ることが知られている．したがって M5076細胞を

用いた抗癌作用の検討は，falconensonesの種々の

腫瘍に対する作用と，転移性腫瘍に対する作用を理

解する上で有効であると考えた．Falconensone は

肝臓に特異的に薬物を運搬するリポソームである大

豆由来ステロールグルコシド混合物含有リポソーム

（SG-Liposome）に封入した．既に，SG-Liposome
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Fig. 7. EŠects of Liposomal Falconensones on Survival of
M5076-Implanted Mice

Mice were weighed daily. Survival times were recorded in days after
M5076 implanting (n＝9). Liposomal falconensone A (◇), falconensone A
p-bromophenylhydrazone (△), falconensone A dioxime (◯) and sterile sa-
line (□).

560 Vol. 122 (2002)

で封入した抗癌剤の高い治療効果が報告されてい

る．79)転移性肝癌マウスへ 0 日目に SG-Liposome

に封入した falconensones（最終血中濃度が 50 mM）

と M5076 細胞を尾静脈投与し，8 日目に化合物を

再投与した．M5076 細胞を移植した転移性肝癌マ

ウスの肝臓は正常マウスの臓器と比較して，肥大

し，白っぽく，表面に斑点が見られた．75)

Falconensonesを投与したときのマウスの生存曲

線を Fig. 7 に示した．コントロール群と比較して

falconensone A群，Br誘導体群，Ox誘導体群いず

れの化合物も生存日数を延長させた．これら fal-

conensones の治療効果を判定するために，各群の

平均生存日数（mean survival time），生存日数中央

値（median survival time），及び延命率（ increase

in life span：％ILS）を算出し，生存日数をクラス

カル・ワーリス検定法（Kruskal-Wallis test）で判

定した結果，4群間いずれにも 0.1％以下の危険率

で有意差が見られた．またコントロール群と各 fal-

conensone群間の生存日数をスチューデントの t検

定法（Student's t-test）で判定したところ，コント

ロール群に対し falconensone A, Br誘導体，Ox誘

導体すべての falconensone 群に 0.1％以下の危険

率で有意差が認められた．さらに，各延命率は fal-

conensone A で 28.2％, Br 誘導体で 50.0％, Ox 誘

導体で 64.1％と求められた．以上，falconensone

A, Br 誘導体，Ox誘導体は，転移性肝癌マウスに

対して有意な延命効果を示した（Fig. 7）．

(4) 癌転移・転移性肝癌への効果 これら化

合物がどの段階に作用し延命効果を与えるかを知る

ために，in vitroでM5076細胞の増殖抑制作用を調

べた．その結果，falconensone A は M5076細胞の

増殖を約 98％と著しく抑えるが，Br誘導体では弱

くOx誘導体では全く影響を与えなかったことから，

Fig. 7 で示した延命効果は M5076 細胞の増殖抑制

作用と相関しなかった．したがって， falconen-

sonesは移植した癌細胞の増殖に直接作用したので

はなく，癌細胞の転移過程，あるいは転移癌細胞の

増殖に変化をもたらした結果，延命効果を現した可

能性が示唆された．

以上，falconensone Aに極性基の導入した Br誘

導体及び Ox 誘導体は in vitro 及び in vivo におい

て強力な抗癌作用を有していた．また，falconen-

sone Aの cyclopentenone環の 4′位にメチル基は作

用発現に必須であった．以上の結果は，リガンド

（化合物）と蛋白質の共有結合形成が作用発現に重

要である可能性を示唆し，これらの標識化合物を作

製できれば修飾されている蛋白質が明らかとなる．

6. おわりに

細胞分化に関する研究は永遠の課題であり，正常

な分化を理解するために非常に大切である．細胞分

化が損なわれた時疾病が現れ，正常な分化に戻す分

化誘導剤は疾病治療薬となる．細胞分化誘導療法は

細胞自身が持つ分化能を引きだすため副作用が少な

く，上記したような薬剤併用分化誘導療法（com-

bination therapy）は最高の治療法となりうると確

信している．

本研究において，新しい概念であるリガンドと蛋

白質との共有結合形成によるシグナル伝達機構を分

化誘導剤である RAを用いて解明し提唱した．この

基礎的知見を基盤にして，作用の弱い化合物から強

力な生理活性物質を創製することができた．本研究

はかなり独創的な新規性を有し，遂行するにあたり

非常に孤独で弛まない努力と忍耐の継続が必要であ

ったが，驚くべき発見が多くあり非常に楽しく行う

ことができた．今後さらに研究を進め，癌にとどま

らず老化・痴呆予防薬，成人病の研究に発展させて

いきたい．
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